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VliRUS ARTIFICIELS DERIVES DE PAPILLOMAVIRUS, ET LEURS 
UTILISATIONS, NOTAMiMENT EN THERAPIE GENIQUE. 



La presente invention a pour objet des virus artificiels (ou pseudovirus) derives 
de papillomavirus humains ou animaux, ainsi que leurs procedes d'obtention, et leurs 
utilisations, notamment dans des compositions pharmaceutiques dans le cadre de 
therapies geniques, ou pour la detection d'anticorps neutralisant les papillomavirus. 

L'efficacite, la specificite et Pinnocuite des systemes de vecteurs utilises pour le 
transferi de genes, sont des facteurs importants en vue de leurs applications chez 
rhomme, notamment dans le cadre de la therapie genique ou de P immunisation par 
PADN. 

Les techniques classiques pour le transfert de plasmides a Pinterieur des cellules 
eucaryotes, sont essentiellement celles utilisant les liposomes (Feigner et al., 1987 ; 
Feigner and Ringold, 1989) susceptibles de contenir des peptides de fusion d'origine 
virale, ou utilisant des virus entiers afm de faciliter le relargage de PADN dans le 
cytoplasme (Kamata et al. 1994 ; Wagner et al., 1994). 

Les virus representent actuellement le plus efficace systeme naturel de transfert 
de genes (II). 

Les adenovirus (Berkner, 1992 ; Kozarsky and Wilson, 1993 ; Kremer and 
Perricaudet, 1995), les virus associes aux adenovirus (Kremer and Perricaudet, 1995 ; 
Kotin, 1994 ; Fisher et al., 1997), le virus Epstein-Barr (Banerjee et al., 1995) et les 
retrovirus (Miller, 1992 ; Danos and Mulligan, 1988 ; Naldini et al., 1996), ont ete 
modifies pour transporter des genes d'interet therapeutique et pour integrer leur 
propre genome a Pinterieur de cellules cibles. 

L'utilisaiion de vecteurs viraux pose cependant des problemes, notamment la 
production possible de virus capables de se repliquer dans le cas ou se produit une 
recombinaison avec des virus sauvages presents dans les cellules qibles, Pinactivation 
des vecteurs par des anticorps neutralisant preexistants diriges contre ces virus dans 
Porganisme hote, et la reponse immunologique induite par le virus (Gahery-Segard et 
al., 1997 ; Juillard et al., 1995). 

Durant les dix dernieres annees, il a ete montre que les proteines de structure de 
nombreux virus sont capables de s' auto-assembler en pseudo-particules virales (encore 
designees ci-apres par Pexpression VLPs) lorsqu'elles sont exprimees dans des 
systemes d'expression eucaryotes ou procaryotes. 
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* : Les papillomavirus soni des membres de la familie dcs papovdviridae. Ce sont 
des virus t a ADN non enveloppes, qui infecteni les humains ainsi que certains 
animaux. La capside du papillomavirus est consticuee de deux proteines, LI et L2. LI 
est la proteine majeure de capside, et a deja ete decrite comme etant capable de 
s'auio-assembler en VLPs. 

' Des VLPs ont ete obtenues par transformation de cellules de hamster, porteuses 
de genomes de papillomavirus bovin de type I (BPVI) capables de se repliquer de 
r fagon autonome, avec des virus de la foret de Semliki (SVF) recombinants exprimant 
les proteines de structure de BPVI (Roden et aL, 1996). Selon les auteurs de cet 
article, la proteine LI exprimee par les SVF recombinants, est capable de s'auto- 
assembler en VLPs. Toutefois, de TADN viral n'a pu etre detecte que dans les VLPs 
resultant de la co-expression de LI et L2, ce qui, toujours selon ces memes auteurs, 
indique que Tencapsidation d*ADN a Tinterieur des VLPs, ne peut avoir lieu que si 
ces VLPs sont const ituees a la fois de LI et L2. 

Le but du travail decrit dans cet article de Roden et al., est celui de l*obtention 
de particules infectieuses de papillomavirus humain (HPV) capables dMnfecter des 
cellules de souris, et d'etudier la possibilite de neutraliser cette infection par des 
anticorps. Ainsi, les auteurs de cet article ont prepare des VLPs d'HPV type 16 ayant 
encapside le genome du BPV selon un procede qui a la caracteristique d'etre 
intracellulaire, puisque ce procede, decrit ci-dessus, est effectue dans des cellules de 
hamster contenant le genome de BPV et transformees par des SVF exprimant les 
proteines LI et L2 d'HPV-16. 

Des VLPs constituees de la proteine LI de papillomavirus humain de type 11 
(HPV-11), ont ete obtenues par transformation de bacteries E.coli avec des plasmides 
contenant la sequence codant la proteine LI (Li et al., 1997). Les auteurs de cet 
article, ont constate que ces VLPs obtenues par transformation d'Exoli sont tres 
difficiles a desassembler. 

Des VLPs constituees de la proteine LI, et des VLPs constituees des proteines 
LI et L2, des papillomavirus humains de type 33 (HPV-33), ont ete obtenues par un 
procede intracellulaire comprenant la cotransformation de cellules Cos-7 d*une part 
avec un plasmide marqueur codant pour la p-galactosidase et, d 'autre part, avec le 
virus de la vaccine en tani que vecteur contenant la sequence codant pour LI, ou 
celles codant pour LI et L2 (Unckell et al., 1997). 

Le taux de Tencapsidation par la methode intracellulaire susmentionnee, du 
plasmide contenant la sequence codant pour la P-galactosidase, est tres faible, puisque 
seulement 1 VLP sur 25.000 porte ce plasmide. 
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f Par ailleurs, le laux d'infeclion des cellules Cos-7 par les VLPs porteurs dudic 

, plasmide est egalement tres faible. puisque seulement 1 sur 2.000 VLPs porteuses du 
plasmide est capable d'infecter une cellule Cos-7. 
• .:. c • Enf in, les auteurs de cet article insistent sur le caractere essentiel de la proteine 
5 L2 dans le cadre de I'infection des cellules par les VLPs. 

Compte tenu des faibles taux d' integration d'ADN plasmidique dans les VLPs, 
t et d' infection de cellules par ces VLPs, les auteurs de cet article n'ont en aucun cas 
fait part de la possibilite d'utiliser de telles VLPs en tant que vecteurs de iransfert de 
genes, et se sont focalises sur leur utilisation possible dans le cadre de la detection 
10 d'anticorps neutralisant contre les infections des papillomavirus. 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait 
que les VLPs de papillomavirus sont capables d'integrer de TADN plasmidique avec 
un taux d'encapsidation bien superieur a ceux decrits ci-dessus, dans la mesure ou 
cette encapsidation est effectuee par un precede extracellulaire (c'est-a-dire qui n*est 
15- pas effectue a I'interieur de cellules botes), notamment par desassemblage- 
reassemblage in vitro de ces VLPs en presence de plasmide. 

De plus, les Inventeurs ont egalement mis en evidence que les taux d* infection 
de cellules par des VLPs porteurs d'ADN plasmidique obtenus selon le procede 
extracellulaire d'encapsidation indique ci-dessus, sont bien superieurs a ceux decrits 
.20 dans I'art anterieur susmentionne, et ce meme lorsque lesdites VLPs sont constituees 
de la seule proteine LL 

Un des buts de la presente invention est de fournir de nouveaux vecieurs de 
transfert de materiel genetique dans des cellules cibles, notamment dans le cadre de la 
therapie genique, ou de 1' immunisation genique, ces vecteurs etant plus simples a 
25 preparer, et plus surs a utiliser que les virus vecteurs decrits jusqu'a present. 

Un autre but de la presente invention est celui de fournir un procede simple de 
preparation de ces vecteurs de transfert. 

Un autre but de la presente invention est celui de fournir de nouvelles 
compositions pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs de transfert, et utilisables en 
30 therapie genique, ou immunisation genique. 

Un autre but de la presente invention est celui de fournir de nouveaux reactifs 
pour la detection d'anticorps neutralisant les papillomavirus, ainsi que de nouveaux 
kits pour la mise en oeuvre d*une telle methode de detection. 

La presente invention a pour objet Tutilisation de pseudo-particules virales 
35 (VLPs) de papillomavirus humains ou animaux, pour la preparation de pseudovirus 
vecteurs utilisables pour le transfert de materiel genetique d'interet therapeutique, 
dans des cellules cibles de I'organisme, notamment dans le cadre de therapie genique 
ou d 'immunisation genique. 
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; ' Avantageusement. les VLPs utilisees dans le cadre de la presenie 
invention, contiennenl la proieine LI, et le cas echeant la proteine L2, des 
papillomavirus. 

/ Selon* un mode prefere de realisation de !' invention, les VLPs 
susmentionnees contiennent uniquement la proteine LI (a savoir que lesdites 
VLPs sont forniees de capsomeres uniquement constitues de proteines LI). 

^ - Par materiel genetique d'interet therapeutique iransfere par les pseudovirus 
vecteurs dans des cellules cibles dans le cadre de la presente invention, on 
entend toute sequence nucleotidique (ADN ou ARN) heterologue d'interet 
therapeutique, a savoir toute sequence susceptible de coder pour une proteine 
capable de trailer une pathologic determinee, ou d'immuniser un individu contre 
une pathologic determinee, ladite sequence n'etant pas comprise dans le genome 
naturel des papillomavirus. 

Dans le cas particulier du traitement des pathologies dues aux infections 
par des papillomavirus, notamment des tumeurs associees a ces infections, ou de 
r immunisation contre ces infections (et done de la prevention de ces 
pathologies), ladite sequence heterologue peut consister en un fragment du 
genome des papillomavirus, ou en une sequence nucleotidique derivee de ce 
fragment. 

Par sequence d'ADN heterologue d'interet therapeutique, on entend 
notamment : 

toute sequence d'ADN susceptible de coder pour une proteine dans 
le cadre de pathologies dans lesquelles ladite proteine est deficiente, 

toute sequence d'ADN codant pour une proteine agissant en tant que 

vaccin, 

toute sequence d'ADN codant pour une proteine agissant en tant 
qu'anticorps neutralisant des pathogenes, 

toute sequence d'ADN codant pour une proteine susceptible 
d'interagir directement ou indirectement avec des proteines impliquees dans le 
developpement de certaines pathologies, 

toute sequence d'ADN codant- pour un ARN antisens susceptible 
d'inhiber la production d'une proteine impliquee dans le cadre du 
developpement d'une pathologic. 

Les cellules cibles dans lesquelles le materiel genetique est transfere dans 
le cadre de la presente invention, sont toutes cellules susceptibles d'etre 
infectees par des papillomavirus ou des VLPs de ces papillomavirus. 

Les pseudovirus vecteurs de T invention sont soit administres sous forme 
de compositions pharmaceutiques, notamment dans les conditions definies ci- 
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apres, soil utilises pour la mise en oeuvre d'un procede de iransformaiion in 
vitro de cellules, notamment des cellules d'un patient, les cellules ainsi 
transformees par les pseudovirus eiant ensuite readministrees au patient. 
• Avaniageusement, les VLPs. utilisees. dans . le cadre dc la presente 

5* : iinveniion, sent telles qu'obtenues par transformation de cellules botes avec des 
vecteurs contenant une sequence d'ADN codani pour la proteine LI des 
papillomavirus et, le cas echeant, une sequence d'ADN codant pour la proteine 
-L2 des s papillomavirus, lesdites sequences etant placees sous le controle d'un 
promoteur de transcription, et recuperation des VLPs produites dans lesdites 

10 cellules hdtes par assemblage des capsomeres de proteines LI et, le cas echeant 
de proteines L2. Les capsomeres susmentionnes resultent eux-memes de 
Tassemblage des proteines LI, a raison d'environ 5 proteines LI par capsomere, 
une VLP etant constituee de 7 capsomeres. Dans le cas ou les VLPs contiennent 
a la fois la proteine LI et la proteine L2, il y a environ 30 proteines L2 par 

15 VLP. 

Avantageusement encore, les VLPs utilisees dans le cadre de la presente 
invention, sont telles qu'obtenues par transformation de cellules d'insectes, a 
titre de cellules botes, avec des baculovirus utilises en tani que vecteurs 
contenant les sequences d'ADN codant pour la proteine LI et, le cas echeant la 

20 proteine L2, lesdits baculovirus vecteurs etant eux-memes obtenus par 
transformation de ces derniers avec des plasmides contenant lesdites sequences 
d'ADN codant pour la proteine LI et, le cas echeant L2, sous le controle 
d' elements de regulation de leur expression. 

Selon un autre mode avantageux de realisation de T invention, les VLPs 

25 utilisees dans le cadre de la presente invention, sont telles qu'obtenues par 
transformation de levures ou de cellules de mammiferes (telles que les cellules 
CHO), a titre de cellules botes, avec des plasmides utilises en tant que vecteurs, 
contenant les sequences d'ADN codant pour la proteine LI, et le cas echeant la 
proteine L2, lesdites sequences d'ADN etant placees sous le controle d' elements 

30 de regulation de leur expression. 

Avantageusement, les VLPs produites dans les cellules botes dans le cadre 
des precedes susmentionnes, sont purifiees a partir des milieux de culture 
desdites cellules botes, generalement apres lyse de ces dernieres ; parmi les 
techniques utilisables pour purifier lesdites VLPs a partir de ces surnageants de 

35 culture, on peut citer : 

Tultracentrifugation en sucrose, isopycnique. ou en gradient de 
densite (ex CsCl), 
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la precipitation par relargage au 'polyethylene glycol (PEG), ou au 
sulfate d'ammonium, 

la chromatographie d'exclusion, ou d'echange d'ions, 

r utilisation d'immunoadsorbants, • " 

risoelectrofocalisation. • • 

L' invention a egalement pour objet Tutilisation de VLPs de papillomavirus 
definies ci-dessus, pour la preparation d'un medicament comprenant des 
pseudovirus vecteurs tels que definis ci-dessus, ces derniers correspondant 
auxdites VLPs dans lesquelles une ou plusieurs sequences nucleotidiques 
heierologues d*interet therapeutique sont encapsidees, lesdits pseudovirus etant 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, ledit 
medicament etant destine au traitement ou a la prevention de pathologies, telles 
que decrites ci-dessus, susceptibles d'etre traitees par therapie genique ou 
prevenues par immunisation genique. 

L' invention concerne egalement tout pseudovirus vecteur de transfert de 
materiel genetique dans des cellules cibles de Torganisme dans le cadre de la 
therapie genique, ou de T immunisation genique, caracterise en ce qu'ii 
correspond a une VLP de papillomavirus humains ou animaux, dans laquelle 
une ou plusieurs sequences nucleotidiques heterologues d'interet therapeutique 
sont encapsidees. 

L* invention a plus particulierement pour objet tout pseudovirus vecteur de 
transfert tel que defmi ci-dessus, caracterise en ce qu'il est forme d'une VLP en 
association avec une ou plusieurs sequences nucleotidiques heterologues 
encapsidees a I'interieur de cette VLP, ladite VLP comprenant un assemblage de 
capsomeres de proteine LI, et le cas echeant de proteine L2, de papillomavirus 
(noiamment dans les proportions indiquees ci-dessus). 

Avantageusement, les VLPs formant les pseudovirus susmentionnes, 
comprennent uniquement la proteine LI de papillomavirus. 

Les pseudovirus vecteurs selon T invention sont davantage caracterises en 
ce que la ou les sequences nucleotidiques heterologues d'interet therapeutique 
sont inserees dans un plasmide contenant les elements necessaires a la regulation 
de I'expression de ces sequences d'ADN, la taille maximale dudit plasmide etant 
d*environ 8 a environ 8,5 kb. 

Avantageusement, les pseudovirus vecteurs selon 1' invention, sont tels 
qu'obtenus par un procede extracellulaire d'encapsidation d*une ou plusieurs 
sequences nucleotidiques heterologues d*interet therapeutique. a rinierieur 
desdites VLPs. 
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De preference, ce procede exlracellulaire d'encapsidation est effeciue par 
desassemblage-reassemblage des VLPs definies ci-dessus, en presence d'un 
veeteur, notamment d'un plasmide, contenanl la (ou les) sequence(s) 
• .nucleotidique(s) hetenologue(s) d'interet iherapeuiique. 
s . • ( A ce tilre, 1' invention vise plus particulierement tout pseudovirus vecteur 
tel qu'obtenu par un procede in vitro de desassemblage-reassemblage des VLPs 
susmentionnees, ce procede comprenant les etapes suivantes : 

r - desassemblage des VLPs en capsomeres, notamment par incubation 
de ces dernieres avec un agent chelateur te! que 1' ethylene glycol tetracetate 
10. (EGTA), ou I'ethylene diamine tetracetate (EDTA), et d'un agent reducteur tel 
que le dithiothreitol (DTT), ou le P-mercaptoethanol, 

mise en melange du plasmide contenant la (ou les) sequence(s) 
d'ADN heterologue(s) dMnteret therapeutique, avantageusement dans un rapport 
d*une molecule de plasmide pour une molecule de VLP (soit environ l/ig de 
-15 plasmide, pour environ 5 fig de VLP), 

reassemblage des capsomeres en VLPs contenant le plasmide 
susmentionne, notamment par augmentation de la concentration en ions Ca"*""^, 
et addition d'un agent oxydant tel que le dimethylsulfoxyde (DMSO) ou par 
toute autre methode neutralisant Taction de I'agent reducteur susmentionne, 
20 notamment par dialyse. 

Le cas echeant, le procede susmentionne comprend une eiape de 
separation, notamment par des techniques chromatographiques, d'une part des 
VLPs dans lesquelles lesdites sequences nucleotidiques heterologues d'interet 
therapeutique sont encapsidees et, d'autre part, des VLPs demeurees vides (ne 
25 contenant pas lesdites sequences nucleotidiques) apres la mise en oeuvre dudit 
procede. 

L' invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
(notamment vaccin), caracterisee en ce qu'elle. comprend un pseudovirus vecteur 
de transfert contenant au moins une sequence d'ADN d'interet therapeutique, et 
30 tel que defini ci-dessus, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

De preference, les VLPs formant les pseudovirus dans les compositions 
pharmaceutiques susmentionnees, comprennent uniquement la proteine LI de 
papillomavirus. 

35 Avantageusement, les compositions pharmaceutiques selon T invention sont 

davantage caracterisees en ce qu'elles sont administrables par voie orale, intra- 
musculaire, intraveineuse, intradermique, sous-cutanee, nasale, vaginale. 
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(Jermique, notamment a raison d'environ 10 ng a environ 10 de pseudovirus 
vecieurs par indiv.idu et par prise, . 
> : . ^La presente invention a egalement pour objet Tutilisaiion de pseudovirus 
•;yecteurs. correspondant aux VLPs telles que definies ci-dessus, dans lesquelles- 
5 . . , .une ou plusieurs sequences- nucleotidiques heterologues (notamment des 
sequences nucleotidiques codant pour des genes- rapporteurs) sont encapsidees, • 
'lesdils pseudovirus vecteurs etant obtenus par un precede extracellulaire 
d'encapsidation, tel que decrit ci-dessus, desdites sequences nucleotidiques 
heterologues dans lesdites VLPs, pour la mise en oeuvre d'un procede de 

10 transfert in vitro desdites sequences nucleotidiques heterologues dans des 
cellules susceptibles d'etre infectees par lesdits pseudovirus vecteurs. 

Avantageusement, les VLPs formant les pseudovirus susmentionnes, 
comprennent uniquement la proteine LI de papillomavirus. 

A ce titre, la presente invention a pour objet tout procede de transfert in 

15 vitro de sequences nucleotidiques heterologues dans des cellules susceptibles 
d'etre infectees par des pseudovirus vecteurs defmis ci-dessus, lesdits 
pseudovirus etant obtenus par un procede extracellulaire d'encapsidation 
desdites sequences nucleotidiques heterologues dans des VLPs de 
papillomavirus, ce procede extracellulaire d'encapsidation etant tel que decrit ci- 

20 dessus (dans lequel le plasmide contenant la (ou les) sequence(s) nucleotidique(s) 
heterologue(s) d'interet therapeutique est remplace par un plasmide contenant la 
(ou les) sequence(s) nucleotidique(s) heterologue(s)), ledit procede de transfert 
comprenant une etape d' incubation desdites cellules en presence des pseudovirus 
vecteurs definis ci-dessus. 

25 L'invention concerne egalement I'utilisation de pseudovirus vecteurs 

correspondant aux VLPs telles que definies ci-dessus, dans lesquelles au moins 
un gene rapporteur est encapside, lesdits pseudovirus etant tels qu'obtenus par 
un procede extracellulaire d'encapsidation, tel que decrit ci-dessus, du ou des 
gene(s) rapporteurs dans lesdites VLPs, pour la mise en oeuvre d'un procede de 

30 detection d'anticorps neutralisant T infection des papillomavirus humains ou 
animaux. 

Avantageusement, les VLPs formant les pseudovirus susmentionnes, 
comprennent uniquement la proteine LI de papillomavirus. 

L'invention a egalement pour objet un procede de detection in vitro 
35 d'anticorps neutralisant les papillomavirus humains ou animaux comprenant les 
etapes suivantes : 

incubation in vitro de pseudovirus vecteurs defmis ci-dessus 
contenant un gene rapporteur, avec des cellules susceptibles d'etre infectees par 
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des .pseudovirus vecteurs (telles que les cellules HeLa ou Cos-7), en presence 
d'anticorps dont le pouvoir neutralisant est teste, lesdits pseudovirus vecteurs 
- etani* obtenus par un procede'extracellulaire d'encapsidation du (ou des) gene(s) 
{ ' rapporteur(s)' dans des VLPs de papillomavirus, ce precede extracellulaire 
> ' d'encapsldation etant tel que decrit ci-dessus (dans lequel le plasmide contenant 
la (ou les) sequence(s) nucleotidique(s) heterologue(s) d'interet therapeutique, 
est remplace par un plasmide contenant le (ou les) gene(s) rapporteur(s)), 

' ^ ^y- analyse de I'expression ou non du gene rapporteur a I'interieur de 
ces cellules, I'absence d 'expression du gene rapporteur dans lesdites cellules 
etant correlable au fait que les anticorps testes ont neutralise T infection des 
cellules par lesdits pseudovirus, et done que ces anticorps representent des 
anticorps neutralisant susceptibles d'etre utilises dans le cadre du traitement des 
pathologies dues a T infection par des papillomavirus. 

Parmi les genes rapporteurs susceptibles d'etre utilises, on peut citer ceux 
' de la p-galactosidase, I'aequorine (GFP), la luciferase, etc., 

L' invention concerne egalement un kit (ou trousse) pour la mise en oeuvre 
d'un precede de detection tel que decrit ci-dessus, ce kit comprenant : 

des pseudovirus vecteurs contenant au moins un gene rapporteur, 
tels qu'obtenus par un precede extracellulaire d'encapsidation, tel que decrit ci- 
dessus, du ou des genes rapporteurs dans lesdites VLPs, 

des cellules susceptibles d'etre infectees par lesdits pseudovirus 

vecteurs, 

des reactifs necessaires a la revelation de I'activite codee par le gene 

rapporteur. 

L* invention concerne egalement le precede decrit ci-dessus de preparation 
de pseudovirus tels que defmis ci-dessus de papillomavirus humains eu animaux , 
susceptibles d'etre utilises en tant que vecteur de transfert de materiel genetique 
(a savoir de sequences nucleotidiques heterelogues , le cas echeant d'interet 
therapeutique, telles que definies ci-dessus) dans des cellules cibles, ledit 
precede etant effectue par desassemblage-reassemblage in vitro des VLPs 
susmentiennees et comprend les etapes suivantes : 

desassemblage des VLPs en capsomeres, netamment par incubation 
de ces dernieres avec un agent chelateur tel que I'ethylene glycol tetracetate 
(EGTA), ou I'ethylene diamine tetracetate (EDTA), et d'un agent reducteur tel 
que le dithiothreitol (DTT), ou le p-mercaptoethanol, 

mise en melange du plasmide contenant la (ou les) sequence(s) 
d'ADN heterolegue(s). le cas echeant d'interet therapeutique. avantageusement 
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dans un rapppri d'une molecule de plasmide pour une molecule de VLP (soit 
environ l^tg de plasmide, pour environ 5/ig de VLP), 

; - reassemblage des capsomeres en VLPs contenant le plasmide 
siislnenlionne, notamment par augmentation de la concentration en ions Ca"*""^, 
et addition d'un agent oxydant tel que le dimethylsulfoxyde (DMSO) ou par 
toute autre methode neulraiisant Taction de 1' agent reducteur susmentionne, 
notamment par dialyse, 

' . - le cas echeant, separation, notamment par des techniques 
chromatographiques, d'une part des VLPs dans lesquelles lesdites sequences 
nucleotidiques heterologues sont encapsidees et, d'autre part, des VLPs 
demeurees vides (ne contenant pas lesdites sequences nucleotidiques) apres le 
reassemblage des capsomeres en VLPs. 

L' invention sera davantage illustree a Taide de la description detaillee qui 
suit du procede de preparation de VLPs telles que definies ci-dessus, contenant 
une sequence d'ADN heterologue contenant le gene de la p-galactosidase. ou 
celui de la proteine fluorescente (GFP), a titre de genes rapporteurs. 

I - Materiels et Methodes 

a) Expression in vitro des VLPs de papillomavirus 

Les VLPs du papillomavirus humain de type 16 (HPV-16) sont obtenues 
par expression du gene LI de HPV-16 dans le systeme d'expression du baculovirus 
selon la methode decrite dans I'article de Le Cann et aL, 1994, et resumee ci-apres : 

Le gene LI d'HPV-16 a ete amplifie a partir d'un produit pathologique, 
puis clone dans le vecteur pTAG, 

Le gene est ensuite sous-clone dans le vecteur pBlue Bac III (Invitrogen) 
derive d'un baculovirus specifique de Tinsecte Autographa californica. 

Les plasmides sont cotransfectes avec TADN du virus sauvage dans des 
cellules d'insectes, Sf9, Sf21, ou "high-five". 

Les virus recombinants sont ensuite selectionnes par dilution limite. 

Les cellules de Spodoptera Frugiperda (Sf21) infectees avec le 
baculovirus recombinant, sont recoltees 4 jours apres 1' infection et lysees par une 
solution de Nonidet® P40 dans du PBS pendant 15 mm a temperature ambiante. 

La fraction nucleaire est recuperee par centrifugation (10,000 xg, 15 mn, 
4°C) et soumise a 3 x 15s aux uitrasons a la puissance maximale (Vibra-cell®, 
Bioblock Scientific, Strasbourg, France). 
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. » i Le iysat nucleaire est depose sur un gradient de CsCl. centrifuge a 
Tequilibre. dans un rotor Beckman® SW 28 (20 h, 27,000 rpm, 4°C) et recolle en 
fractions de 1,5 ml. • ^ . . - ; 

' ; La densite et la* reactivite des HPV en ELISA ont ete verifiees selon la 
methode decrite dans Tarticle de Touze et al., 1996. 

Les fractions positives en ELISA qui ont urie densite se situant entre 
1.27-1,30, ont ete reunies, diluees dans du PBS et soumises a une ultracentrifugation 
dans un rotor SW 28 (3 h, 28,000 rpm, 4°C). 

Le culot est resuspendu dans du NaCl 0, 15M. 

Le contenu en proteines a ete determine en utilisant le test MicroBCA 

Pierce®. 

b) Plasmides 

Deux plasmides portant differents genes rapporteurs ont ete utilises. 
"pGreenLantern (Life Technologies, Eragny, France) contenant le gene codant pour la 
proieine fluorescente (GFP) de Aequoria victoria sous le controle du promoteur du 
cytomegalovirus. pCMV-Pgal contenant le gene codant pour la p-galactosidase 
d'E.coli. Le plasmide pCMV-HBc a ete utilise pour les etudes d 'immunisation. Ce 
plasmide contient le gene tronque a Textremite 3* de I'antigene du noyau de I'hepatite 
B sous le. controle de promoteur CMV. 

• c) Desassemblage et reassemblage des VLPs d' HPV- 16 

Le desassemblage et le reassemblage des VLPs recorhbinantes d' HPV- 16 
ont ete realises selon une methode adaptee de celle decrite dans 1' article de Colomar et 
al., 1993, dans le cadre des virions SV40. 

En resume, les VLPs d'HPV-16 purifiees a une concentration de 500 
^g/ml, sont incubees dans tin tampon Tris-HCl a 50 mM (pH 7,5) contenant NaCl 
150 mM, EOT A ImM, et DTT 20mM dans un volume final de 50 ^il a temperature 
ambiante pendant 30 mn. 

A cette etape, 1 ^g de plasmide contenant le gene rapporteur (GFP ou 
p-gal) dans un tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) et NaCl 150 mM est ajoute aux 
VLPs desassemblees. 

Pour encapsider TADN dans les particules virales, la concentration en 
CaCl2 est ensuite augmentee graduellement jusqu'a 5mM et du DMSO est ajoute (1 % 
final) (volume final 100 /xl). Cette solution est incubee 1 h a 20**C. 

Les VLPs reconstituees sont iraitees avec 10 U de Benzonase® (Merck, 
Darmstadt, Allemagne) pendant 1 h a 20°C pour verifier que TADN plasmidique est 
integre dans les VLPs, et non pas absorbe a leur surface. 
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d) Experiences de transfection / infection 
. V Les cellules cultivees en monocouche dans du milieu 

' DMEM/Glutamax® (Life Technologies) complete avec du serum de veau foetal 
(PCS),: 10%, de la penicilline 100 lU/ml et de la streptomycine 100 fig/vril, bnt ete 
ensemencees sur des plaques a 6 puils (Nunc, Life Technologies) et cultivees jusqu'a 
80 % de confluence. Les cellules ont ete lavees deux fois avec du DMEM/Glutamax. 

Les pseudo-particules virales pCMV-pgal-VLPs ou pGreenLantern-VLPs 
dans 1 ml de milieu de culture on ete additionnees aux puits et incubees pendant 4 h a 
37^C. 

A cette etape, les VLPs ont ete retirees, et 3 ml de DMEM/Glutamax 
complete avec du PCS 10 % ont ete additionnes. 

A litre de temoin positif, des cellules ont ete transfectees en utilisant la 
meme quantite d'ADN (1 /xg) avec 10 ptl d'un liposome, la lipofectamine® (Life 
Technologies) selon les instructions du fabricant. 

Apres 4 h d' incubation a 37 °C, 2 ml de milieu de culture contenant du 
serum foetal de boeuf ont ete additionnes. Puis les cellules ont ete incubees pendant 
48 h a 37°C. 

A ce stade, les activites GPP ou p-galactosidase des cellules ont ete 

analysees. 

Pour les experiences de neutralisation, des virus artificiels ont ete 
preincubes pendant 30 nim a 37°C avec du PBS contenant un antiserum de souris 
anii-HPVl6-VLPs dilue au 1/100. Get antiserum a ete obtenu par immunisation sous- 
cutanee de souris avec 5 fxg de VLPs d'HPV-16 absorbes sur AIOH3 en tant 
qu' adjuvant. 

e) Lignees cellulaires 

Huit lignees cellulaires ont ete utilisees pour ces experiences. 

Trois lignees cellulaires humaines comprenant MRC5 (poumon), HeLa 
(col de Tuterus) et CaCo2 (colon). 

Les cellules embryonnaires NIH 3T3 provenant de souris et 4 autres 
lignees cellulaires animates comprenant les cellules Vero et Cos-7 (singe, rein), 
MDCK (chien, rein) et CHO (hamster, ovaire), ont ete utilisees. 

0 Detection de I'activite du gene rapporteur 

Pour la determination de Tactivite p-galactosidase in situ, les cellules ont 
ete lavees avec du PBS et fixees pendant 10 mm a temperature ambiante avec une 
solution de formaline 2 % -glutaraldehyde 0,2 % dans du PBS pour la detection de la 
P-galactosidase. 
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. , I Apres trois lavages avec du PBS, les cellules ont ete exposees a 1 ml 

( d'une solution de PBS contenanl K3Fe(CN)6 4mM, K4Fe(CN)6 3H2O 4 mM, MgCh 
:. 2 mM. Tris 100 mM (pH 7.4) et 1 mg/ml de X-gal a 37°C, pour Texpression de la fl- 
galaciosidase. 

5 ■ ■ Apres le developpement de la coloration (2-4 h), les cellules oni ete 

lavees avec du PBS et observees. 

La determination quantitative de la P-galactosidase produite dans les 
lignees cellulaires transfectees a ete testee par une methode ELISA-p-gal (Boehringer, 
Mannheim. Dassel, Allemagne) selon les instructions du fabricant. 
10 En resume, les cellules ont ete lavees 3 fois avec du PBS, 48 h apres la 

transfection. Les cellules ont ete lysees et, apres centrifugation, le contenu en 
proteines total des surnageants a ete determine en utilisant la methode Bradford et 
ajuste a une concentration de 500 /xg/ml avant de tester la presence de P-galactosidase. 

Des echantillons du surnageant ont ensuite ete additionnes aux 'puits 
15 d'une microplaque de 96 puits preenduite avec un anticorps anti-P-galactosidase. 

Apres une heure d'incubation a 37°C, les puits ont ete laves et une 
immunoglobuline anti-p-galactosidase d'E.coli conjuguee a la digoxigenine a ete 
additionnee. 

Apres une deuxieme incubation d'une heure a 37°C et trois lavages, les 
20 anticorps specifiquement lies ont ete detectes par incubation d'une heure a 37 °C avec 
une immunoglobuline anti -digoxigenine conjuguee a la peroxydase du raifort. 

Apres trois lavages, une solution d'ABTS a ete additionnee et les 
densites optiques ont ete lues a 405 nm apres une incubation de 20 mn a temperature 
ambiante. La concentration de P-galactosidase (pg/ml) a ete determinee par rapport a 
25 une courbe d'etalonnage. 

Pour la determination de I'activite GFP, le nombre de cellules 
fluorescentes et non fluorescentes a ete determine en utilisant la cytometric en flux 
FAC Scan pour mesurer Texpression de la proteine GFP. 

A cet effet, les cellules ont ete traitees par la trypsine, centrifugees et 
30 resuspendues dans 1 ml de milieu de culture. Les cellules ont ete analysees a I'aide 
d'un cytometre en flux FAC Sort (Becton-Dickinson, Montain View, CA. USA). Par 
ailleurs, les cellules ont ete directement observees a Taide d'un microscope a 
fluorescence et photographiees directement. 



35 g) Etude d' immunisation 

Des souris femelles BALB/c (H-2d), agees de 12 a 16 semaines, ont eie 
gardees dans des conditions exempies de pathogenes durant le protocole 
d' immunisation. 
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' , Les souris BALB/c ont re^u deux injections de 5 /xg de VLPs d'HPV-16 
reconstituees contenant le plasmide pCMV-HBc dans le muscle Tibialis anterior a 
deux semaines d'intervalle. 

' Deux groupes de souris de controle onr regu 100 fxg du plasmide pCMV- 
HBc au meme endroit, avec ou sans cardiotoxine, 5 jours avant T injection vaccinante, 
et un groupe de souris de controle a regu 5 /ig de HBcAg recombinant purifie. 

L' injection intramusculaire de 100 fi\ de cardiotoxine 10 mM a eie 
realisee de faijon a augmenter la capture de I'ADN plasmidique par les cellules 
musculaires, 

Des echantillons de sang ont ete recueillis a chaque injection vaccinante 
et 15 jours apres la seconde. 

L'HBcAg recombinant assemble au VLPs a ete purifie a partir des 
cellules d'insectes infectees avec un baculovirus recombinant codant le gene HBc. 

h) Detection des anticorps anti^HBc et anti-HPV16 

Les anticorps diriges contre les VLPs d'HBcAg et d'HPV-16, ont ete 
etudies suivant les techniques ELISA. 

Les VLPs d'HPV-16 ou d'HBcAg (100 mg/puits) dans du PBS (pH 7,4) 
ont ete incubees une nuit a 4°C. 

Apres 4 lavages avec du PBS-Tween 20 0,1 %, les sites de liaison non 
specifiques ont ete bloques par incubation pendant 30 mn a 37 °C avec du PBS-NBS 1 
% (serum de nouveau-ne bovin). 

La solution bloquante a ete remplacee par 100 fil de serum de souris 
dilue deux fois dans 5xPBS contenant du NBS 10 % et du Tween 20 2 %. 

Apres incubation a 45 °C pendant 90 mm, et 4 lavages, les anticorps lies 
ont ete detectes avec une immunoglobuline anti-souris liee de fagon covalente a la 
peroxydase de raifort (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). 

Apres incubation a 45 °C pendant 90 mm, et 4 lavages, la solution de 
substrat contenant de To-phenylene diamine et H2O2 a ete additionnee. 

La reaction est arretee apres 30 mn par addition d'H2S04 4N et les 
densites optiques (492 nm) ont ete lues avec un lecteur automatique (Microplate 
reader EL 311, Bioteck Instruments). 

Les titres ou anticorps correspondent a ^inverse de la derniere dilution 
de serum donnant un resultat positif (DO superieur a 0,1). 

Les resultats sont exprimes en moyenne geometrique de titres calculee a 
partir des differents titres obtenus a partir de chaque souris de chaque groupe. 
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II - Resultats 

a) Desassemblage - reassemblage des VLPs de papillomavirus 

^ Les VLPs d'HPV-16 ont ete produiles dans des cellules d'insecies Sf2l 
en utilisant un baculovirus recombinant. 

Les VLPs ont ete purifiees par ultracentrifugation en sucrose, puis en 
gradient de CsCI (Le Cann et al., 1994). 

Les fractions du gradient de CsCl contenant les VLPs ont ete regroupees, 
diluees dans du PBS puis ultracenirifugees. 

Le culot est ensuite resuspendu dans un tampon contenant EGTA et DTT 
et.incube a temperature ambiante pendant 30 mn. Dans ces conditions, les VLPs soni 
completement desagregees en structures ressemblant aux capsomeres. 

L*ADN plasmidique est alors ajoute et la preparation est diluee dans un 
tampon contenant une forte concentration en calcium et du DMSO 1 % de maniere a 
reformer les VLPs. Environ 75 % des proteines LI semblent se reassembler en VLPs 
dans ces conditions. 

b) Transfert in vitro d'ADN plasmidique par I'intermed iaire des VLPs 
de p?ipUlomavirus 

Les cellules HeLa ont ete etudiees pour leur sensibilite aux VLPs- 
pGreenLantern. La fluorescence de la proteine GFP, produite dans les cellules 
transfectees a ete analysee par cytometric en flux. 70 % des cellules HeLa transfectees 
par le plasmide pGreenLantern encapside dans les VLPs sont fluorescentes 
(Tableau 1). 

En comparaison, aucune cellule fluorescente n*a ete trouvee lorsque les 
cellules sont incubees avec I'ADN plasmidique seul, ou avec le plasmide et la proteine 
LI assemblee en capsomeres, et 40 % des cellules sont fluorescentes lorsqu'elles sont 
traitees avec le plasmide pGreenLantern et la lipofectamine®. 

La specificite du transfert par les VLPs a de plus ete demontree par le 
fait que des anticorps anti-VLPs d'HPV-16 bloquent completement le transfert de 
genes et que le traitement par la Benzonase n'affecte pas le transfert. Les capsomeres 
libres ne peuvent pas agir en tant que vecteurs pour le transfer! de genes. De plus, 
aucun transfert de gene n*a pu eire identifie avec 0,5 /ig de VLPs-pGreenLantern 
lorsque les cellules HeLa ont ete incubees avec 10 fxg (exces de 20 fois) de VLPs 
d'HPV-16 vides (Tableau 1). 
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Tableau 1 : 

Transfen du gene de la GFP par les pseudo-particules virales de VPH-16 : 

mise en evidence et specificite 



Cellules HeLa traitees avec 


% cellules fluoriescentes \ 


5 de VLP-pGreenLantern 


70 


% 


5 pig de VLP-pGreenLantern + Benzonase® 


70 


% 


5 fxg de VLP-pGreenLantern + AC anti-VLPs d'HPV-I6 


0 


% 


5 ng de capsomeres + pGreenLantern 


0 


% 


pGreenLantern + Lipofectamine® 


40 


% 


pGreenLantern 


0 


% 



Le transfert de I'ADN de pCMV-Pgal a egalement ete etudie. 

Les resultats montrent que les deux plasmides ont ete transfecies avec la 
meme efficacite et la proportion des cellules transfectees est similaire a celle evaluee 
par cytometrie en flux. 

L'expression de la P-galactosidase a ete mesuree par ELISA dans le lysat 
cellulaire. Les resultats indiquent que le niveau d 'expression correspond avec la 
quantite de pCMV-pgal -VLPs utilisee, Une augmentation du niveau d 'expression de 
la P-galaciosidase d 'environ 100, a ete observee entre des concentrations de vecteur 
VLP de 1 a 10 ^g. 

Huit lignees cellulaires ont ete etudiees pour leur capacite a etre 
transfectees par le plasmide pCMV-pgal encapside dans les VLPs d'HPV-16. 

Les resultats (Tableau 2) montrent que toutes les lignees cellulaires 
peuvent etre transfectees par ce vecteur et que le niveau d' expression P-gal obtenu est 
generalement 3 a 6 fois plus eleve que celui observe apres transfection des memes 
cellules par lipofection. Toutefois, le niveau d 'expression de la p-galactosidase varie 
de 102 pg/ml dans les cellules Vero a 2253 pg/ml dans les cellules CaCo2. 
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Tableau 2 : 



. Efficacite du transfert de gene medie par les pseudo-particules virales dans 
differentes lignees cellulaires animates el humaines 



Lignees cellulaires 
etudiees 


P-galactosidase 


produite (pg/ml) 


Lipofectamine 


Pseudo-particules 


MRC5 


79 


265 


HeLa 


234 


852 


CaCo2 


320 


2253 


NIH3T3 


65 


275 


Cos-7 


487 


3142 


Vero 


41 


102 


MDCK 


5 


145 


CHO 


43 


150 



c) Reponse immune humorale chez les souris immunisees avec TADN 
de pCMV-HBc encapside a rinterieur des VLPs d'HPV-16 

L' immunisation par I'ADN a ete etudiee chez les souris BALB/c, en 
utilisant le plasmide pCMV-HBc codant pour I'antigene du noyau de 1' hepatite B 
comme application possible du transfert de gene au moyen d'un gene encapside dans 
les VLPs d'HPV-16. 

Les resultats de deux injections intramusculaires de 5 ^ig de pCMV-HBc- 
HPV-VLPs dans un intervalle de deux semaines ont ete compares a ceux obtenus par 
injection intramusculaire de 100 ptg d'ADN plasmidique seul, et a ceux obtenus par 
injection intramusculaire de 5 /ig de VLPs d'HBc produites dans les cellules Sf21 
avec un baculovirus recombinant. 

Les aniicorps anti-HBc ont ete observes chez tous les animaux 
immunises. Toutefois, le titre anti-HBc (20,138) est plus eleve chez les souris 
immunisees avec pCMV-HBc encapside a Tinterieur des VLPs d'HPV, que chez les 
souris immunisees avec pCMV-HBc seul (1,000 a 1,600), et plus eleve que le litre 
(6,400) observe par injection intra-musculaire de capsides HBc. 

Des anticorps anti-HPV-16 n'ont pas ete deiectes chez les souris 
immunisees avec les VLPs d'HBc ou avec TADN d'HBc, mais sont presents a un litre 
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du 800 Chez les souris immunisees avec les VLPs d'HPV contenant I'ADN d'HBc 
apres la deuxieme injection. Le niveau d'anticorps anii-HPV-16 est toutefois beaucoup 
plus faible que celui observe chez les souris immunisees avec 5 fig de VLPs d*HPV 
absorbees sur A1(0H)3 en tant qu 'adjuvant, chez' lesquelles les litres anti-VLP 
atteignent 30,000 a 70,000. - . * 

III- Conclusion 

Les VLPs de proteine LI d*HPV-16, obtenues par expression de la 
proteine majeure de capside du papillomavirus humain de type 16 dans des cellules 
d'insectes, peuvent encapsider un plasmide portant soit un gene pour la proteine GFP, 
soit un gene pour la P-galactosidase lors du deassemblage-reassemblage in vitro des 
VLPs. 

L" introduction du plasmide dans differemes cellules par ces 
pseudovirions ou virus artificiels, est facilement detectee par T accumulation du 
produit du gene, et le nombre de cellules porteuses du gene est fonction de la 
concentration en VLPs d*HPV-16 dans I'experience de transfert. 

La mise en evidence de I'encapsidation du plasmide plutot qu'une 
association entre le plasmide et la proteine LI est basee sur la resistance a la 
Benzonase® du transfert d'ADN medie par les VLPs a I'interieur des cellules. 

L'efficacite du transfert de gene par les VLPs excede considerablement 
celle obtenue par le phosphate de calcium ou la transfection lipidique. 

Par opposition aux resultats obtenus par d'autres equipes (Zhou et al., 
1994 ; Roden et al., 1996 ; Unckell et al., 1997), les resultats presentes ici indiquent 
que la proteine L2 d'HPV n'est pas necessaire pour une encapsidation efficace de 
I'ADN, ni pour son transfert dans une cellule bote. De plus, le transfert du gene est 
10^ a 10^ fois plus efficace qu'avec les systemes decrits par ces auteurs. 

D' apres les resultats obtenus, entre environ 1/3 et 1/6 des VLPs d'HPV- 
16 contiennent un plasmide, ces proportions etant en correlation avec le nombre de 
VLPs trouve dans la fraction lourde des gradients de CsCl. On pent comparer ces 
proportions a celles de 1/25 000 VLPs d'HPV-33 exprimees dans les cellules Cos-7 
contenant des copies multiples d'un marqueur plasmidique.decrites dans Tarticle 
d'Unckell et al., susmentionne. Si Ton considere que les VLPs ont 72 capsomeres. 
chaque capsomere etant un pentamere de LI et que les VLPs representent 50% du 
contenu en proteines de la preparation, il a ete calcule que 150 VLPs par cellules sont 
utilisees lors des experiences de transfection. Lors des experiences de transfection des 
cellules HeLa par pCMV-Pgal ci-dessus, on peut estimer que 6000 VLPs par cellules 
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; sonl necessaires pour observer Texpression de P-galaciosidase, landis que rarticle 
• 'Unckell el al fail etat de 5x10^ VLPs par cellule. Si Ton considere que 1 VLP sur 6 
: I contienl le plasmide, on peut calculer que 1 sur 1000 VLPs contenani le plasmide esi 
capable de transfecler le plasmide pCMV-Pgal dans les cellules HeLa. 

Le iransfert de gene a ete specifiquemenl inhibe soil par preincubation 
des VLPs avec un anliserum anti-VLP, soil par competilion avec des VLPs d'HPV-16 
vides. Par consequent, les pseudovirions d'HPV decrits ici representent egalement un 
' systeme utile pour la detection d'anticorps neutralisant anti-papillomavirus. 

L'utilisation des VLPs pour le transfert de genes presente des avantages 
par rapport a l'utilisation des virus recombinants. La production de tels pseudovirions 
est beaucoup plus facile que celle des vecteurs viraux usuels, et le risque d* induction 
d'anticorps neutralisant est plus faible, De plus, ces pseudovirions sonl plus surs 
d'utilisalion car aucune recombinaison avec un virus sauvage n'esi possible, puisqu'ils 
ne contiennent pas de sequence d*ADN de papillomavirus. 
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REVENDIC ATIONS 

^- ^ 1, Utilisation de pseudo-particules virales (VLPs) de papillomavirus 
humains ou animaux, pour la preparation de pseudovirus vecteurs utilisables 
pour le transfert de materiel genetique d'interet therapeutique dans des cellules 
cibles de Torganisme, en particulier dans le cadre d'une therapie genique, ou 
d'une immunisation genique. 

2. Utilisation selon la revendication 1, de VLPs contenant la proteine 
LI, et le cas echeant la proteine L2, des papillomavirus. 

3. Utilisation de VLPs de papillomavirus definies dans les 
revendications 1 ou 2, pour la preparation d*un medicament comprenant des 
pseudovirus vecteurs correspondant auxdites VLPs dans lesquelles une ou 
plusieurs sequences nucleotidiques heterologues d'interet therapeutique sont 
encapsidees, lesdits pseudovirus etant en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable, ledit medicament etant destine au traitement ou 
a la prevention de pathologies, telles que decrites ci-dessus. susceptibles d'etre 
iraitees par therapie genique ou d'etre prevenues par immunisation genique. 

4. Pseudovirus vecteur de transfert de materiel genetique dans des 
cellules cibles de I'organisme dans le cadre de la therapie genique, ou de 
r immunisation genique, caracterise en ce qu'il correspond a une VLP de 
papillomavirus humains ou animaux, dans laquelle une ou plusieurs sequences 
nucleotidiques heterologues d'interet therapeutique sont encapsidees. 

5. Pseudovirus vecteur selon la revendication 4, caracterise en ce que 
les VLPs contiennent la proteine LI et, le cas echeant, la proteine L2, des 
papillomavirus. 

6. Pseudovirus vecteur selon la revendication 4 ou 5, tel qu'obtenu par 
un procede extracellulaire d'encapsidation d'une ou plusieurs sequences 
nucleotidiques heterologues d'interet therapeutique a I'interieur des VLPs, 
notamment par un procede de desassemblage-reassemblage in vitro des VLPs, 
en presence d'un plasmide contenant la (ou les) sequence(s) d'ADN 
heterologue(s) d'interet therapeutique. 
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7.. Pseudovirus vecteur selon la revendication 6. lel qu'obtenu par un 
'procede de desassemblage-reassemblagc; in vitro d^s VLPs comprenant les 
etapes suivantes : 

desassemblage des VLPs en capsomeres, notarrimeni par incubation 
de ces dernieres avec un agent chelateur tel que reihylehe glycol tetracetate 
(EGTA), ou Tethylene diamine tetracetate (EDTA), et d'un agent reducteur tel 
que le dithiothreitol (DTT), ou le P-mercaptoethanol, 

mise en melange du plasmide contenant la (ou les) sequence(s) 
d'ADN heterologue(s) d'interet therapeutique, avantageusement dans un rapport 
d'une molecule de plasmide pour une molecule de VLP (soil environ l/xg de 
plasmide, pour environ Sfxg de VLP), 

reassemblage des capsomeres en VLPs contenant le plasmide 
susmentionne, noiamment par augmentation de la concentration en ions Ca"^"^, 
et addition d*un agent oxydant tel que le dimethylsulfoxyde (DMSO) ou par 
toute autre methode neutralisant Taction de I'agent reducteur susmentionne, 
notamment par dialyse. 

8. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
un pseudovirus vecteur selon Tune des revendications 4 a 7. en association avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

9. Utilisation de pseudovirus vecteurs correspondant aux VLPs 
contenant la proteine LI et, le cas echeant, de la proteine L2, des 
papillomavirus humains ou animaux, dans lesquelles une ou plusieurs sequences 
nucleotidiques heterologues (notamment des sequences nucleotidiques codant 
pour des genes rapporteurs) sent encapsidees, lesdits pseudovirus vecteurs etant 
obtenus par un procede extracellulaire d'encapsidation desdites sequences 
nucleotidiques heterologues dans lesdites VLPs, pour la mise en oeuvre d'un 
procede de transfert in vitro desdites sequences nucleotidiques heterologues dans 
des cellules susceptibles d'etre infectees par lesdits pseudovirus vecteurs. 

10. Utilisation de pseudovirus vecteurs correspondant aux VLPs 
contenant la proteine LI et, le cas echeant, de la proteine L2, des 
papillomavirus humains ou animaux, dans lesquelles au moins un gene 
rapporteur est encapside, lesdits pseudovirus etant tels qu'obtenus par un 
procede extracellulaire d'encapsidation du (ou des) gene(s) rapporteur(s) dans 
lesdites VLPs, pour la mise en oeuvre d'un procede de detection d'anticorps 
neutralisant T infection des papillomavirus humains ou animaux. 
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11. Procede de preparation de pseudovirus de papillomavirus humains et 
animaux, lesdits pseudovirus etant susceptibles d'etre utilises en lam que'vecteur 
de transferl de materiel genetique dans des cellules cibles, caracterise en ce qii'il 

5 comprend les etapes suivantes : 

desassemblage des VLPs en capsorneres, notamment par incubation 
de ces dernieres avec un agent chelateur tel que Tethylene glycol tetracetate 
(EGTA), ou Tethylene diamine tetracetate (EDTA), et d'un agent reducteur tei 
que le dithiothreitol (DTT), ou le p-mercaptoethanol, 

10 - mise en melange du plasmide contenant la (ou les) sequence(s) 

d'ADN heterologue(s), le cas echeant d'interet therapeutique, avantageusement 
dans un rapport d'une molecule de plasmide pour une molecule de VLP (soil 
environ 1/xg de plasmide, pour environ 5fxg de VLP), 

reassemblage des capsomeres en VLPs contenant le plasmide 

15 susmentionne, notamment par augmentation de la concentration en ions Ca**"^., 
et addition d'un agent oxydant tel que le dimethylsulfoxyde (DMSO) ou par 
toute autre methode neutralisant Taction de Tagent reducteur susmentionne, 
notamment par dialyse. 
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